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杀 虫 灾 光 假 单 胞 工程 次 的 构建 及 其 条 虫 效果 
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摘要 : 以 转 座 子 mini-Tns 为 介 导 ， 用 高 压 电 激 转化 法 将 Bt cryMd(c) 基 因 整 合 到 生 防 细菌 荧光 假 单 胞 菌 P303-1 的 染色 体 上 。 
通过 对 重组 菌株 染色 体 DNA 酶 切 分 析 、PCR 检测 ， 表 明 转 化 子 DNA 中 含有 ory14(c) 基 因 及 其 营养 期 表达 的 强 启动 子 。SDS- 
PAGE 鉴定 、ELISA 检测 及 电镜 观察 证 实 了 杀 虫 晶体 蛋白 在 P303-1 中 的 高 效 表 达 。 生 物 测定 结果 显示 工程 菌 对 棉铃 虫 Heli- 
coverpa armigera 具有 显著 毒 杀 作 用 。 工 程 菌 PI45、PT51、PT61、PT71 和 野生 菌 HD-73 对 棉铃 虫 2 龄 幼虫 5 天 的 LCs 值 分 别 为 
50.1281 pg/g、71.7763 pg/g、69.0820 yg/g、57.9895 pg/g、192.8747 png/g。 死 亡 率 与 浓度 呈正 相关 ， 体 重 与 浓度 呈 负 相关 。 
关键 词 ， 转 座 子 mini-Tn5; 荧光 假 单 胞 菌 : Bt on 到 (ec) 基 因 : 棉铃 虫 
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Construction of insecticidal engineered strains of Pseudomonas fluorescens and their 





insecticidal activity 
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Handan,; Handan 056000, China) 

Abstract: Transposon mini-Tn5 was used to integrate Bt cryIA ¢ )gene into the chromosome of the biocontrol bacterium 
Pseudomonas fluorescens P303-1 by electroporation. Digestion analysis and PCR amplification of the chromosomal DNA 
demonstrated the existence of the cry 丈 (ec )gene and strong vegetative promoter in the chromosome of these transformants. 
SDS-PAGE, ELISA analysis and transmission electron microscope observation verified the efficient expression of insecti- 
cidal crystal protein in P303-1. Bioassay results showed these engineered bacteria were strikingly insecticidal to cotton 
bollworms. The Liso of these bacteria against the second instar of cotton bollworms after five days was 50.128] neg/g; 
71.7763 ug/g, 69.0820 ng/g, 7.9895 ug/g, 192.8747 uglg. Mortality of the treated larvae manifested a positive lin- 
ear correlation with bacteria concentration, while weight showed a negative linear correlation with concentration. 
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苏 云 金 杆菌 Bacillus thuringiensis 是 一 种 昆虫 病 
原 菌 ， 广 泛 地 用 于 防治 农林 、 贮 藏 及 医学 害虫 。 然 
而 Bt 菌 剂 还 存在 一 些 缺 点 ， 如 杀 虫 谱 罕 、 田 间 杀 
忠 持 效 期 短 等 。 因 此 可 利用 DNA 重组 技术 对 Bt 进 
行 遗传 改良 ， 以 扩大 其 杀 上 忠 谱 ， 延 长 持 效 期 使 之 
能 更 有 效 地 用 于 生产 。 将 Bt 毒 重 和 白 基 因 转 入 植物 
内 生 菌 荧光 假 单 胞 菌 Psewdomonas fluorescens 中 ， 构 
建 杀 上 息 工 程 菌 ， 是 一 种 重要 的 改良 途径 。Obukowicz 
等 〈1986) 利用 转 座 子 Tn5 将 Bt 毒 香 白 基 因 整 合 
到 了 荧光 假 单 胞 菌 的 染色 体 上 。 张 光 焰 等 《1995) 
运用 电 激 转化 技术 将 Bt 毒 蛋白 基因 转 入 荧光 假 单 
胞 菌 中 ， 重 组 菌株 对 小 菜 蛾 、 玉 米 蛇 有 显著 的 毒 杀 
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作用 。 

转 座 子 mini-Tn5《 Alexeyev，1995) 是 Tn5 的 衍 
生物 ， 能 将 外 源 基因 整合 到 细菌 染色 体 上 ; 与 Tn5 
相 比 ，mini-Tn5 缺失 了 可 能 对 植物 产生 和 危害 的 片 
段 ， 因 此 ， 用 mini-Tns 将 外 源 毒 素 基 因 整 合 到 细菌 
染色 体 后 ， 最 大 限度 地 降低 了 毒素 基因 向 别 种 细菌 
水 平 转移 的 风险 性 。 

我 们 实验 室 从 1990 年 起 开始 了 植物 内 生 菌 的 
分 离 鉴定 工作 〈 赵 同 海 等 ，1996)， 将 苏 云 金 杆菌 
杀 虫 基因 转 入 棉花 、 玉 米 、 水 稻 内 生 细 菌 中 ， 构 建 
本 了 棉花 《Zhang，1992; 徐 静 等 ，2000)、 玉 米 《 徐 
静 等 ，1998)、 水 稻 ( 刘 云霞 等 ，1997》 抗 忠 内 生 
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工程 菌 。 本 项 研究 首次 以 mini-Tn5 为 介 导 将 Bt 
cry14《c) 基 因 整 合 到 荧光 假 单 胞 菌 P303-1 的 染色 体 
上 , 使 Bt 毒 蛋 白 基 因 能 稳定 地 表达 和 遗传 。 工 程 
菌 表现 出 了 对 棉铃 虫 Helicoverpa armigera 幼虫 显著 
的 杀 上 忠 活 性 。 


1 材料 与 方法 


1.1 材料 

菌株 和 质粒 : EG7315 《pEG452)，Ecogen 公司 
Anne-Marie Mettus 惠 赠 : pBSL299〈 合 mini-Tn5 )， 
Alexeyev 惠 赠 :; Pseudomonas fluorescens P303-1， 本 室 
提供 。 

培养 基 及 培养 条 件 ，LB 培养 基 1.0% 和 掉 白 腑 ， 
0.5% 酵 母 粉 ，1.0% NaCl，pH 7.5。 蜡 质 芽 孢 杆菌 
Bacillus cereus、 苏 云 金 杆菌 和 芝 光 假 单 胞 菌 都 在 
28 亿 培养 。 

克隆 工具 酶 及 生化 试剂 Sph  、Nru 工 为 Bio- 
labs 公司 产品 ，Hpa 工 _、TDNA 连接 酶 、RNase、 
Taq DNA 聚合 酶 、 征 白 酶 K、 羊 抗 免 HgG-HRP、 
DNA/Hind [I Marker、 pBR322/Msp I DNA Markers、 
琼脂 糖 、 丙 和 烯 酰胺 等 均 购 目 Promega。 

棉铃 虫 由 本 组 养 虫 室 提供 ， 为 人 工 饲 养 的 标准 
化 试 虫 。 

1.2 方法 

(1) 质粒 DNA 的 提取 、 酶 切 、 电 泳 、 连 接 等 
均 参 照 Sambrook 等 〈1989) 的 方法 。 

(2) 荧光 假 单 胞 菌 P303-1 感受 态 的 制备 和 高 
压 电 激 转化 按 Farinha 〈1990)》 的 方法 进行 。 

(3) 荧光 假 单 胞 菌 P303-1 和 重组 菌株 染色 体 
DNA 的 提取 、PCR 扩 增 、Bt 杀 虫 晶体 蛋白 血清 的 
制备 以 及 ELISA 检测 均 参 照 Ausubel 等 (1995) 的 
让 

(4) 电镜 观察 营养 期 菌 体 的 伴 孢 晶体 ， 参 考 李 
荣 森 等 〈1992) 的 方法 。 

(5) 重组 工程 菌株 的 室内 离 体 生 物 测定 ， 参 照 
冯 书 亮 等 〈1995) 和 钟 连 胜 等 《1990) 的 方法 。 

用 盐酸 调整 发 酵 液 的 pH 值 为 7.0 左右 ，5 000 
xg 离心 10 min， 收 集 菌 体 沉 淀 ， 悬 浮 在 0.1~ 0.05 
体积 的 $% 乳糖 溶 液 中 ， 振 荡 30 min， 加 入 4 倍 体 
积 丙酮 ， 摇 动 20 min， 离 心 去 上 清 ， 再 用 少量 丙酮 
悬浮 ， 振 动 20 min， 离 心 沉淀 ， 重 复 3 次 ， 将 所 得 
沉淀 《 孢 晶 制剂 )》 风干 ， 拌 入 棉铃 虫 的 人 工 饲 料 
中 ， 孢 晶 制剂 与 人 工 饲 料 的 拌 入 比例 分 别 为 500 
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Hg/ g~ 250 pe/ g、~ 125 ne/g、 62.5 ng/g、 31.25 ng/ g， 
对 棉铃 虫 2 龄 幼虫 进行 毒 力 测 定 ， 每 个 浓度 处 理 试 
虫 30 头 ，26~ 27 和 下 饲养 ，48 h 后 统计 死亡 结果 ， 
连续 4 天 。 


2 结果 


2.1 重组 质粒 的 构建 和 转化 

将 来 自 质粒 pBSL299《 含 转 座 子 mini-Tn5〉 的 
Sph 工 -Hpa I 片段 (长 3.6 kb》 克隆 进 pEG452 的 
Sph -Hpa 《长 7.4 kb》 位 点 ， 构建 成 重组 质粒 
pGET457《 图 1)。 以 15% 甘油 为 介质 ， 用 高 压 电 激 
穿孔 法 将 pGET457 导入 P303-1 中 ， 在 三 抗 培养 基 
《Te 10 pg/mL 、Rit 100 ug/mL、Sm 10 wg/mL) 上 簿 
选 转化 子 ， 转 化 率 可 达 3.5 x10 >。 
2.2 转化 子 染 色 体 DNA 酶 切 分 析 

随机 挑 取 转 化 子 接 菌 于 含有 Te、Rif 和 Sm 三 
种 抗生素 的 LB 培养 基 中 ， 按 标准 的 质粒 抽 提 法 提 
取 P303-1 及 各 转化 子 的 质粒 ， 结 果 示 提取 a 到。 对 
转化 子 染 色 体 DNA 进行 Sph I -Nru 工 酶 切 分 机 ， 初 
步 表 明 cryI4《c) 基 因 及 其 营养 期 表达 户 动 子 已 经 整 
合 到 P303-1 染色 体 上 《图 2)。 
2.3 PCR 扩 增 检测 

引物 的 设计 依 Kalman 等 《1993) 方法 进行 。 
Cr 天 特异 引物 Primer 1: 

5'-TCACTTCCCATCGACATCTACC 
Primer 2: 

5'-ATCACTGCAGTCGCTTCGCATGTTTGACTTTCTC 

各 转化 子 DNA、pEG452 均 能 扩 增 出 长 约 0.5 
kb 的 cryI4《e) 目 的 片段 ， 未 转化 的 P303-1 DNA 则 
无 此 带 ， 表 明 转 化 子 DNA 中 含有 cry14 (ec) 基 因 
(图 3)。 
2.4 聚 丙烯 酰胺 凝 胺 电泳 《SDS-PAGE) 检 测 

Bt cry14《c) 毒 蛋白 约 为 133 kD， 与 对 照 未 转化 
的 P303-1 相 比 ， 各 转化 子 中 都 含有 约 133 kD 的 重 
白 ， 而 未 转化 的 P303-1 中 则 无 此 旦 白 《 图 4)。 
2.5 酶 联 和 免疫 吸附 测定 CELISA) 检测 

抗 血清 ELISA 效 价 为 大 于 相应 稀释 度 阴 性 血清 
OD 值 2.1 倍 的 最 大 稀释 度 。 从 表 1 可 知 eryI4 《ce) 
的 效 价 为 10 万 以 上 ，1.063 > 2x 0.409; 由 ELISA 
检测 结果 可 以 看 出 ， 重 组 转化 子 的 确 充分 地 表达 了 
Bt 毒 皇 和 白 。 
2.6 ”转化 子 营养 期 菌 体 透射 电镜 观察 

结果 见 图 5、 图 6。 
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图 1 重组 质粒 pGET457 的 构建 
Fig. 1 Construction of recombinant plasmid PCET437 


一 7400 





图 2 转化 子 染 色 体 DNA 的 Sph 工 -Nw 了 l 峰 切 
Fig. 2 Sph -Nil digestion of chromosomal DNA 
1.XDNA7 Hindl|l marder: 2.PI45: 3.PTS1; 

4. 未 转化 的 P303-1: 5.FPT61: 6.PT71 


2.7 工程 菌株 的 室内 离 体 生物 测定 
对 棉铃 虫 幼 虫 毒 力 测 定 显示 : 用 拌 有 工程 菌株 
PT45、PTS1、PT61、PT71 和 野生 菌株 HD-73 的 饲 





图 3 转化 子 染 色 体 DNA PCR 扩 增 
Fig. 3 PCR amplification of chromosomal DNA 
1 .pEG452: 2.PT45; 3.pBR322/ Msp | marker: 


4.PIS1: 5. 未 转化 的 P303-1:; 6.PT?1 


料 饲 咀 的 棉铃 由 ， 第 工 天 后 停止 进食 ， 第 2 天 出 现 
处 亡 ，5 天 后 ， 艳 铃 虫 的 死亡 率 分 别 为 86.7%、 
76.7%、80.0%、86.7%、70.0%; 死亡 率 与 浓度 
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呈正 相关 ， 体 重 与 浓度 呈 负 相关 。 对 照 P303-1 和 
空白 C(PBS) 处 理 的 棉铃 虫 死 亡 率 分 别 为 13.3 % 和 
10.0 %， 结 果 见 图 7、 图 8。 工 程 菌 PI45、PT51、 
PT61、PT71 和 野生 菌 HD-73 对 棉铃 虫 2 龄 幼虫 5 
天 的 LCs 值 分 别 为 50.1281 pg/g、71.7763 pg/g、 
69.0820 ng/g、57.9895 jg/g、192.8747 ng/g。 各 菌 
株 的 毒 力 回归 方程 和 相关 系数 见 表 2。 

2.8 各 工程 菌 杀 虫 活性 的 统计 分 析 
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工程 菌 对 棉铃 虫 杀 虫 活性 的 方差 分 析 见 表 3。 

从 表 3 可 以 看 出 , 工程 菌 PT45 和 PT71 对 棉铃 
上 息 的 杀 虫 活性 极 显著 地 高 于 PT61 及 PTS1，PT61 和 
PTS1 的 杀 虫 活性 则 极 显 著 地 高 于 野生 菌 HD-73， 
HD-73 的 杀 虫 活性 极 显著 地 高 于 P303-1， 而 PT45 
和 PT71 之 间 、PT61 和 PTS1 之 间 均 无 显著 差异 ; 
各 菌株 的 不 同 浓度 之 间 的 杀 虫 活性 均 有 极 显 著 差 


已 , 
+o 


表 1 抗 cry14le) 抗 血清 的 ELISA 效 价 及 其 与 cryI 4(c) 的 交叉 反应 
Table 1 The titers of anti cryl A c )antiserum and cross reactions of cryl A( ec) 


血清 稀释 倍数 Dilution of senm 





样品 Sample 

















10- 1075 10™4 10-3 10-2 10-: 
crylACe) 0.453 1.314 1.603 1.645 >1.65 >1.65 
PI43 0.426 1.121 >1.5 >1.5 >1.5 >1.5 
PTSI1 0.316 0.857 1.382 >1.5 > >1.5 
PT6él1 0.336 0.956 1.415 > | >1.5 >1.5 
PI71 0.418 1.125 >1.5 > 13 STS >1.5 
P303-1 0.295 0.410 0.436 0.396 0.381 0.762 
阴性 兔 血 清 negative rabbit serum 0.310 0.402 0.412 0.545 0.562 0.750 

表 2 棉铃 虫 离 体 生物 测定 中 各 菌株 LCs。 比较 
Table 2 Comparison of the LCs, of different strains of bacteria against the cotton bollworms in vifro 
菌株 Bacteria 相关 系数 Correlation coefficient (R) 回归 方程 式 Regression equation (Y=) LC% (ng/g) LCo (ng/g) 
PT45 0.9931 3.1488 + 1.0889X 50.1281 1 624.2327 
PTSI1 0.9911 3.3872 +0.8690X 71.7763 3 008.3942 
PTI61 0.9906 3.1803 +0.9893X 69.0820 3 177.0151 
PI71 0.9923 2.9131 +1.1835X 37.9895 1 422.9653 
HD-73 0.9795 2.3303 +1.1681X 192.8747 4 936.2138 
表 3 各 工程 菌 对 棉铃 虫 杀 虫 活性 的 Duncan 新 复 极 差 测 验 
Table 3 Duncan stest of insecticidal activity of engineered bacteria on cotton bollworms 
A 因素 菌株 ) SSR 检验 B 因素 (浓度 ) SSR 检验 
Factor A (bacteria) SSR test Factor B (concentration) SSR test 
处 理 A 平均 值 ” 显著 性 ‘P=0.05) 显著 性 (P=0.01) 处理 B 平均 值 ” 显著 性 (P=0.05) ”显著 性 (P=0.01) 
Treatment A Averape Significance Significance Treatment B Average Significance Significance 
PT45 68.68000 a A 300 pgfg 68.90000 a A 
PT71 67.34100 a A 250 pgyg 61.11667 b B 
PT61 63.32000 b B 125 pgyg 57.78333 c C 
PTS1 62.02000 b B 62.5 pg/g 47.21667 d D 
HD-73 48.00000 C C 31.25 peg/g 31.66667 e E 
P303-1 10.67000 d 了 
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图 4 转化 子 蛋白 质 的 SDS-PAGE 电泳 
Fig. 4 SDS-PAGE analysis of transformants” proteins 
1，4. PT45; 2，8. 未 转化 的 P303-1; 3. PT51; 5. 次 高 分 子 量 蛋 白质 标准 protein molecular weight marker; 6, 7. PI71; 9. PT61 
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图 6 转化 子 PTS1 伴 孢 晶体 形态 (14 000x ) 
Fig. 6 Morphology of parasporal crystals of 
PT5S1 (14 000 x ) 





图 5 转化 子 PT45 伴 孢 晶体 形态 (14 000x ) 
Fig. 5 Mormphology of parasporal crystals of PT45 (14 000 x ) 
a，b，c，d，e 的 为 伞 孢 量 体 In this and following figures 
a， hb，c，dand e are parasporal crystals 





一 丸 -PT45 一 让 一 PT51 一 人- 一 45 一 一 PIT5l 
8 --。- -PT 一 一 PT71 
国 —— D73 一 一 一 P303-1 
过 
人 一 
ea oo 
三 = 
三 
和 
三 ee 
器 半 
1 权 
良 过 
31.25 62.5 125 250 500 3126 62.5 125 250 500 
浓度 Concentration (hg/g) 浓度 Concentration (bh g/g) 
图 7 棉铃 虫 死亡 率 与 菌 剂 浓度 的 关系 图 8 棉铃 虫 体重 与 菌 剂 浓 度 的 关系 
Fig. 7 Relationship between mortality of cotton Fig. 8 Relationship between weight of cotton bollworms 
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3 讨论 

本 项 研究 首次 以 mini-Tn5 为 介 导 应 用 高 压 电 激 
转化 法 将 Bt cry14《c) 基 因 导 入 能 在 棉 株 体内 广泛 定 
殖 的 荧光 假 单 胞 菌 P303-1 中 ，mini-Tn5 可 与 细菌 染 
色 体 DNA 发 生 转 座 重组 ， 能 将 cry14 Cc) 基因 整合 到 
染色 体 上 ， 使 cry14《c) 基 因 能 伴随 P303-1 菌株 在 棉 
株 体 内 定 殖 、 扩 增 而 稳定 的 表达 ， 和 避免 了 原来 将 含 
有 Bt cryI4《c) 基 因 的 质粒 直接 导入 宿主 菌 存在 的 容 
易 丢 失 的 问题 ， 提 高 了 转化 子 的 杀 上 忠 活性 。 

在 构建 的 重组 质粒 pGET457 中 ， 含 有 Bt cry1M4 
(ce) 基因 营养 期 表达 的 强 局 动 子 ter 并 位 于 8- 内 毒 
素 基 因 的 上 游 ， 使 cry14 (<) 基 因 能 在 营养 期 表达 ， 
克服 了 原 Bt 菌株 仅 能 在 产生 孢 期 表达 cry14 《ce) 
基因 的 缺点 。 

本 项 研究 中 构建 的 杀 虫 荧光 假 单 胞 工程 菌 是 棉 
株 体 内 的 一 种 优势 内 生 菌 ， 能 广泛 地 定 殖 于 棉花 的 
各 组 织 器 官 中 ， 使 杀 上 虫 活性 相对 稳定 而 持久 。 重 组 
工程 菌 的 离 体 生 测 结果 以 及 LC。 值 大 小 表明 工程 菌 
株 对 覃 铃 虫 、 玉 米 虹 〈 另 文 发 表 ) 具有 显著 的 毒 杀 
作用 ， 其 毒 力 均 高 于 野生 菌株 Bt HD-73， 但 其 杀 虫 
活性 还 可 进一步 提高 ， 这 可 通过 遗传 改良 的 方法 来 
获得 ， 如 构建 更 好 的 表达 载体 ， 转 入 两 个 (或 多 
个 》 毒 和 蛋白 基因 等 。 

为 了 进一步 明确 该 菌 用 于 生产 的 可 能 性 ， 还 必 
须 进 行 工 程 菌 对 棉铃 忠 、 玉 米 崇 等 幼虫 的 活体 生物 
测定 ， 研 究 工 程 菌 在 棉花 和 玉米 等 植株 体内 的 动态 
变化 状况 ;同时 研究 建立 适合 于 生产 的 加 工 剂型 和 
使 用 方法 等 。 
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